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摘要 : qeu RES C(Holcoglossum kimballianum) 是 一 种 珍稀 濒危 的 兰 科 植物 ， 野 生 种 群 吸 
需 保护 。 内 生 菌 对 兰 科 植物 的 生长 发 育 至 关 重 要 , 为 评估 管 叶 槽 舌 兰 内 生 菌 的 多 样 性 及 采样 
方式 对 其 内 生 菌 的 影响 , 该 文采 用 高 通 量 测序 技术 对 迁 地 保育 状态 下 新 鲜 与 硅胶 干燥 的 管 叶 
模 舌 兰 根 内 生 菌 进行 了 研究 。 结 果 表 明 : (1) 新 鲜 及 干燥 管 叶 槽 舌 兰 根 内 生 菌 物种 组 成 明 
显 不 同 , 管 叶 槽 舌 兰 内 生 真 菌 注释 到 6 1] 46 科 51 属 , 内 生 细 菌 注释 到 15 门 105 科 178 属 ; 
干燥 后 管 叶 覃 舌 兰 根 内 生 真 菌 注释 到 6 门 88 科 116 属 ， 内 生 细 菌 注释 到 21 门 154 科 336 
E. OD 迁 地 保育 状态 的 管 叶 模 舌 兰 根 样 内 生 菌 具有 丰富 的 多 样 性 ， 且 内 生 细 菌 群 落 丰富 
度 和 多 样 性 远 比 内 生 真 菌 群落 高 ; 经 硅胶 干燥 后 , 内 生 真 菌 a 多 样 性 指数 升 高 , B 多 样 性 降低 ， 
而 内 生 细 菌 的 a 多 样 性 指数 降低 ，PB 多 样 性 则 升 高 。 (3) 差异 显著 性 真菌 黄 盖 小 脆 柄 菇 
(Psathyrella candolleana) URIA (Colletotrichum) 的 C. tofieldiae 只 存在 于 新 鲜 根 样 
中 ， 新 鲜 管 叶 模 舌 兰 差异 显著 性 细菌 是 马赛 菌 属 Massilia) ， 干 燥 根 样 中 差异 显著 性 细菌 
类 和 群 包括 拜 叶 林 克 氏 菌 科 (Beijerinckiaceae ) ~ WITKA} 〈Xanthobacteraceae) 及 慢 生 根 
瘤 菌 属 (Bradyrhizobium) 。 (4) 共 发 生 网 络 分 析 表 明 经 干燥 后 管 叶 槽 舌 兰 根 样 的 内 生 菌 群 
落 中 占 互 作 主导 地 位 的 优势 物种 和 互 作 模式 都 发 生 了 改变 。 综 上 所 述 , 不 同 的 采样 处 理会 影 
响 管 叶 覃 舌 兰 根 内 生 菌 的 群落 结构 , 在 研究 兰 科 植物 根 样 内 生 菌 时 宜 使 用 新 鲜 的 根 样 。 该 研 
完结 果 可 为 管 叶 模 舌 兰 野生 种 群 保 护 及 人 工 栽培 提供 内 生 菌 数据 基础 ， 同 时 ,也 可 为 兰 科 植 
物 内 生 微生物 采样 方法 提供 参考 。 
关键 词 : 管 叶 槽 舌 兰 ， 内 生 真 菌 ， 内 生 细 菌 ， 新 鲜 ， 硅 胶 和 干燥， 多 样 性 
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Study on endophytic communities diversity of fresh and 
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Abstract: Holcoglossum kimballianum is a rare and endangered orchid, which wild populations 
are in urgent need of conservation. Endophytic fungi and bacteria are important to the growth and 
development of orchids. In order to assess the diversity of H. kimballianum endophytes and the 
impact of sampling methods on the endophytes, high-throughput sequencing technology was used 
to study the diversity of endophytes in fresh and silica gel-dried roots of H. kimballianum in 
ex-situ conservation. The results were as follows: (1) The species compositions of endophytic 
fungi and endophytic bacteria were distinctly different in fresh and silica gel-dried roots of H. 
kimballianum. There were total of 6 phyla 46 families 51 genera of endophytic fungi and 15 phyla 
105 families 178 genera of endophytic bacteria annotated in the roots of the H. kimballianum. 
After silica gel-dried, the endophytic fungi of the H. kimballianum had total of 6 phyla, 88 
families, 116 genera, and the endophytic bacteria had total of 21 phyla, 154 families, 336 genera. 
(2) Endophytes in the roots of H. kimballianum in ex-situ conservation were of rich diversity, and 
the endophytic bacteria diversity was much higher than the endophytic fungi diversity. After silica 
gel-dried, the a diversity indices of endophytic fungi increased and the f diversity indices 
decreased, while the a diversity indices of endophytic bacteria decreased and the P diversity 
indices increased. (3) Significantly different fungi Psathyrella candolleana and Colletotrichum 
tofieldiae only existed in the endophytic fungal communities of fresh roots. The significantly 
different bacteria in roots of fresh H. kimballianum was Marseilla, and the significantly different 
bacteria in the silica gel-dried roots included Beijerinckiaceae, Xanthobacteraceae and 
Bradyrhizobium. (4) Co-occurrence network analysis revealed that the dominant species and 
interaction patterns in the endophytic communities of the roots of H. kimballianum were changed 
after silica gel-dried. In summary, different sampling treatments can affect the community 
structure of the endophytes in the roots of H. kimballianum, and it is advisable to use fresh root 
samples when studying the endophytes of orchids. The results can provide an endophytic data 
basis for wild populations conservation and artificial cultivation of H. kimballianum, and also 
provide a reference for sampling methods of endophytic microorganisms in orchids. 

Key Words: Holcoglossum kimballianum, endophytic fungi, endophytic bacteria, fresh, silica 

gel-dried, diversity 


生态 系统 中 , 植物 与 大 量 微生物 相互 作用 , 这 些微 生物 在 地 下 和 地 上 植物 器 官 的 内 部 和 
外 表面 都 有 定 殖 CCompant et al., 2019; Escudero et al, 2019) ， 这 些 与 植物 相关 的 微生物 群 
落 统称 为 植物 微生物 群 (Marchesi et al., 2015) ， 细 菌 和 真菌 是 植物 微生物 群 的 主要 组 成 部 
分 , 它们 对 植物 微 生 态 系统 的 平衡 起 到 重要 的 作用 。 植物 中 的 内 生 菌 是 指 其 生活 史 的 一 定 阶 
段 或 全 部 阶段 , 生活 于 健康 植物 中 的 各 种 组 织 和 器 官 的 细胞 间 隐 或 细胞 内 的 苗 类 。 内 生 真 菌 
对 兰 科 植 物 非常 重要 , 兰 科 菌 根 真 菌 即 属于 内 生 真 菌 , 它们 是 兰 科 植 物 的 生长 发 育 各 个 阶段 
不 可 或 缺 的 关键 因素 , 能 够 直接 参与 兰 科 植物 根系 甚至 整个 植株 的 生理 代谢 活动 , 保障 兰 科 
植物 的 生长 、 个 体 间 的 竞争 以 及 对 病原 体 的 防御 〈 盖 雪 钥 等 ，2014，Mccormick et al., 2018; 
Li et al., 2021) 。 高 越 等 (2019〉 从 手 参 (Gymnadenia conopsea) 根系 中 分 离 出 角 担 菌 属 
CCeratobasidium) ， 将 该 菌株 与 手 参 种 子 进行 共 培 养 ， 发 现 它 能 明显 促进 手 参 种 子 原 球茎 
的 形成 并 最 终 分 化 成 幼苗 。 杨 文科 (20200. 通过 迁 地 共生 萌发 从 白旗 忽 兰 (Paphiopedilum 
spicerianum) 原 球茎 中 分 离 出 胶 膜 菌 属 CTulasnella) ， 它 能 有 效 促 进 其 种 子 萌 发 直到 幼苗 


阶段 。 这 些 研究 结果 都 表明 内 生 真 菌 在 兰 科 植物 的 生长 发 育 中 有 着 极 大 的 促进 作用 。 据 不 完 
全 统计 ， 已 报道 的 常见 兰 科 植 物 菌 根 真 菌 有 69 属 ， 分 别 隶 属于 担子 菌 门 (Basidiomycota) ~ 
TÆKI] (Ascomycota) KEI] (Mucoromycota) 的 50 PAF KHAS, 2017; 王 美 娜 
等 ，2021) 。 

兰 科 植物 的 内 生 菌 中 还 存在 大 量 有 益 的 内 生 细 菌 , 这 些 有 益 的 内 生 细 菌 对 兰 科 植物 的 生 
长 发 育 也 发 挥 着 积极 的 促进 作用 , 研究 表明 内 生 细 菌 能 够 促进 兰 科 植物 种 子 萌发 、 光 合 形态 
建成 、 缓 解 非 生物 胁迫 及 生长 发 育 等 CTsavkelove et al., 2007) 。 目 前 ， 关 于 兰 科 植物 根部 
细菌 结构 和 功能 的 认 知 还 非常 有 限 (Kaur et al., 2021 ) 。 在 兰 科 植物 中 分 离 出 来 的 细菌 通 
常 属于 变形 菌 门 (Proteobacteria) ~ MAKI] (Actinobacteria) 和 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) ， 
不 同 的 菌 根 细菌 类 群 对 兰 科 植物 具有 不 同 程 度 的 促进 作用 ，Faria 等 〈2013 ) 研究 发 现 ， 类 
芽孢 杆菌 属 CPaemibacillus) 能 促进 Cattleya loddigesii 幼苗 的 生长 。 从 兰 属 (Cymbidium sp.) 
的 根 中 分 离 出 的 根瘤 菌 属 CRhizobium) 能 溶解 磷酸 钙 。 此 外 ， 有 研究 表明 ， 兰 科 植 物 菌 根 
中 存在 菌 根 辅助 细菌 (Mycorrhiza helper bacteria) (Tarkka et al., 2008) ， 能 与 菌 根 真 菌 特异 
性 结合 ， 刺 激 菌 根 真 菌 的 孢子 萌发 和 菌 丝 生长 ， 促 进 菌 根 真菌 在 宿主 植物 中 定 殖 和 生长 ， 加 
强 菌 根 化 ， 从 而 促进 植物 生长 及 增强 抗 逆 性 〈 陈 耀 丽 等 ，2019;， Wang et al., 2021; Rahayu et 
al., 2021)。 因 此 ， 加 强 兰 科 植 物 内 生 细菌 的 研究 ， 在 兰 科 植 物 的 相关 微生物 研究 中 显得 非 
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lumi 


EH, 


Em CHolcoglossum kimballianum) 隶属 于 兰 亚 科 (Subfamily Orchidoideae) 万 

代 兰 族 CTribe Vandeae) JEJE CHolcoglossum) ， 分 布 在 中 国 云南 、 缅 外、 泰国 ， 常 附 
生 在 山地 林 中 的 树干 上 ， 海 拔 一 般 在 1 000m 以 上 ， 具 有 较 高 的 观赏 价值 ， 濒 危 等 级 为 EN 
濒危) ， 其 野生 种 群 吸 需 保 护 。 目 前 对 管 叶 模 舌 兰 的 研究 主要 集中 在 系统 发 育 、 生 物 地 理 
学 和 细胞 学 等 方面 ， 对 其 根部 内 生 菌 的 研究 鲜 有 报道 。 另 外 ， 有 些 研究 人 员 针 对 植物 内 生 微 
生物 的 研究 在 采样 时 为 方便 野外 作业 经 常 采用 硅胶 干燥 的 方法 (Harrison et al., 2016) ， 这 
有 可 能 会 引起 根 内 微生物 群落 的 极 大 变化 ， 因 此 ， 本 研究 采用 ITS 和 168 高 通 量 测 序 技术 
方法 , 通过 对 管 叶 槽 舌 兰 新 鲜 及 硅胶 干燥 根 样 中 的 内 和 后 真菌 和 内 生 细 菌 群 落 进行 研究 , 拟 探 
讨 以 下 问题 : Gd) 管 叶 覃 舌 兰 根 样 内 生 菌 类 群 的 多 样 性 。 (2) 管 叶 模 舌 兰 新 鲜 根 样 与 干燥 
根 样 中 内 生 菌 群落 的 差异 。 G) 管 叶 模 舌 兰 根 样 内 生 细 菌 和 真菌 的 比较 。 以 期 为 管 叶 覃 舌 
兰 的 种 植 及 种 质 资源 保护 提供 内 生 真 菌 和 细菌 方面 的 数据 , 为 研究 兰 科 植物 根 内 微生物 提供 
采样 处 理 的 依据 。 

| 材料 与 方法 
1.1 样品 采集 及 预 处 理 

在 深圳 市 兰 科 植物 保护 研究 中 心 , 采集 迁 地 保护 状态 下 的 管 叶 模 舌 兰 生 长 健康 的 根 , 在 

` 影 响 管 叶 横 舌 兰 正常 生长 的 情况 下 ， 每 个 样品 取 3~5 条 长 2-5 cm 的 根 段 ， 尽 量 由 三 株 以 
上 的 管 叶 模 舌 兰 根 样 组 成 , 采集 的 同一 组 根 样 分 别 做 新 鲜 及 干燥 根 样 的 预 处 理 。 新鲜 根 样 预 
处 理 在 根 段 取 材 后 即刻 进行 ， 步 又 如 下 : 用 流水 冲洗 根 表面 后 ， 用 5% 次 握 酸 钠 和 75% 酒 精 
依次 消毒 2 min， 加 入 无 菌 水 ， 洗 净 弃 废 液 ， 将 预 处 理 后 得 到 的 最 后 一 次 无 菌 水 进行 DNA 
提取 和 风险 建 库 测试 , 未 得 到 任何 结果 , 表明 样品 得 到 了 很 好 的 预 处 理 。 新鲜 根 样 置 于 -80C 
冰箱 以 备 提取 微生物 组 DNA。 干 燥 根 样 在 预 处 理 后 放 入 硅胶 中 干燥 72 h 备用 。 每 个 处 理 重 
复 8 次 。 
1.2 根 内 微生物 组 DNA 提取 、PCR 扩 增 、 文 库 构 建 及 HiSeq 测序 
使 用 QIAGEN PowerLyzer 试剂 盒 对 根 内 微生物 组 DNA 进行 提取 。PCR 扩 增 内 生 真 菌 
选择 带 Barcode 的 特异 引物 CITSS-1737F : GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ) 和 
(ITS2-2043R: GCTGCGTTCTTCATCGATGC ) , 内 生 细 菌 选 择 带 Barcode 的 特异 引物 (EMI : 


CCGCGTGNRBGAHGAAGGYYYT; rC5: TAATCCTGTTTGCTCCCCAC) ) 进行 PCR 扩 增 


(Bellemain et al., 2010; Yu etal., 2013) 。 反 应 程序 如 下 : 98 'C 预 变性 1 min; 然后 
个 扩 增 循环 (98 C, 10s; 50C (CAR) . 55 'C (2 


进入 30 
) ，30s; 72 C, 302 ; 最 后 72°C 


延伸 5 min。 反 应 体系 (30 uL) 为 : 2 x Phusion Master Mix (New England Biolabs) 15 uL, 


技 有 限 公 司 ) 。 
1.3 数据 分 析 方 法 


2011 ) 进 行 拼接 , 得 


(Caporaso et al., 2010) 得 到 
et al., 2013) 以 979685] — Br fA 
频数 最 高 的 OTUs 代表 序列 采 月 
Mothur (Schloss et al., 2009) 方法 与 真菌 数据 库 Unite 
Silva (Yilmaz et aL, 2014) 进行 物种 注释 分 析 ， 统 计 各 样本 的 尹 


泳 检测 ，PCR 产物 胶 回 收 纯化 后 使 月 


剂 盒 进行 文库 构建 ， 利 


少 的 为 标准 进行 均一 化 处 理 
T-test 差异 显著 性 检验 。 利 用 R 软 伯 
标定 法 Cnon-metric multi-dimensional scaling, NMDS) 分 析 。 为 进 


落 结构 进行 差异 显 


2 结果 与 分 析 


异 显 著 性 真菌 和 细 茵 
著 性 检验 (White et al., 2009; Segata et al., 2011) 。 对 所 
指数 “斯 皮尔 曼 相关 系数 SCC) 进行 计算 后 ， 月 
结合 物种 丰 度 构建 共 发 生 网 络 (Network) 图 (Qin et al., 2012) 。 


测序 数据 截 去 Barcode 和 引物 序列 后 
到 Raw Tags 后 使 用 fastp 软 伯 
得 到 高 质量 的 Clean Tags。 参 照 Qiime (V1.9.1) 的 Tags Mi 
有 效 数据 Effective Tags。 利 月 
的 全 部 Effective 
H Qiime 软件 CV 1.9.1) 


FX] Raw Tags 进 


£n 


E 对 所 有 样 


于 Qiime fX 
的 VennDiagram 包 和 Vegan 包 进 行 维 ) 
步 挖掘 分 组 样本 间 的 差 


Primer (2 uM) 3 uL, gDNA 10 ng， 补 充 H20 至 30 uL. fH 2% 浓 度 的 琼脂 糖 凝 胶 进 行 电 
H TruSeq& DNA PCR-Free Sample Preparation Kit 建 库 试 


] Ilumina HiSeq 2500 PE 250 平台 进行 测序 (北京 诺 禾 致 源 生 物 科 


数据 库 


用 FLASH (Version 1.2.7) (Magoč & Salzberg, 
J 过滤 (Bokulich et al., 2013) 
制 流程 和 去 除 嵌 合体 处 理 后 
H Uparse 软件 CV 7.0.1001) (Edgar 
Tags 进行 聚 类 得 到 OTUs， 对 出 现 
的 Blast (Altschul et al., 1990) 和 
Kõljalg et al., 2013) ) 和 细菌 
日 成 。 以 样本 中 数据 量 最 


H cutoff 二 0.6 对 相关 系数 的 乡 


类 群 ， 选 用 Metastat.. LEfSe 统计 分 析 方 法 对 分 组 样本 的 物种 组 成 和 群 


样品 的 相关 性 


FE 指 数 及 B 多 样 性 指数 ， 并 进行 
罗 图 及 无 度量 多 维 


g 对 值 进行 过 滤 ， 


基于 Illumina HiSeq 测序 技术 ，16 个 管 叶 槽 舌 兰 根 部 ITS 共 获 得 2 834 046 条 有 效 tags, 


内 生 真 菌 类 群 数量 变 多 ; 新 鲜 管 叶 槽 舌 兰 根 样 内 
硅胶 干燥 根 样 中 的 内 生 真 
的 内 生 真 菌 群落 (图 1: a) 。 经 硅 
的 相对 丰 度 也 发 生 了 改变 ， 
( Cladosporiaceae ) fi 
(Tulasnellaceae ) 的 相对 


l: c, R1), 


£s 


有 效 tags 范围 为 164 665-187 236. 
tags 范围 为 128 514-161 972. 
2.1 内 生 菌 群落 物种 组 成 及 采样 处 理 对 其 影响 的 分 析 
注释 结果 发 现 , 新 鲜 管 叶 横 舌 兰 注释 到 的 根 内 4 
相对 丰 度 52.20%， 担 子 菌 门 本 
(Rozellomycota) ~ 3Xí85|] CMortierellomycota) 、 毛 霉 门 相对 
硅胶 干燥 后 的 管 叶 槽 舌 兰 注释 到 的 根 内 生 真菌 有 6 门 88 科 116 属 ， 
57.84%， 担 子 菌 门 相 对 
1% 以 下 。 在 两 个 分 组 中 ， 子 圳 菌 


PE 


EHE 3.6899, IKE H 
门 都 占 绝对 站 


En E S 16S 


获得 2 397 083 


真菌 有 6 门 46 科 51 
EHE 20.2290, kÆ wi] (Glomeromycota) 、 罗 兹 菌 门 


ER 


A 


py% 
T REE eS. FAA 


Ende 


效 数据 ， 有 效 


属 ， 其 中 子宫 菌 门 


j 1% 左 右 ; 而 经 
孟 门 相对 了 
的 相对 


rpm 
[^X 


的 优势 。 相 比较 而 言 ， 干 燥 后 管 


菌 群落 中 子囊 菌 


门 、 球 圳 菌 门 占 比 低 于 


叶 覃 舌 兰 根 样 


mF} 


BTE 
I8 FL CAspergillaceae) 在 了 


RARS METK 


门 明显 


iT E 


， 管 叶 模 舌 兰 根 内 人 


真菌 


| 丰 度 在 经 硅胶 
EHET RAER K 
Aporospora, A WIR ERES (Epulorhiza) 经 干燥 后 


F 燥 后 的 根 样品 中 的 
度 也 发 生 了 改变 ， 青 才 
EERE, TINIE 


ES 


TEREK^E K 
丰 度 明显 降低 ， 而 枝 孢 霉 科 
度 明 显 升 高 AGERE CGlomerellaceae ) 和 胶 膜 菌 科 
FE 度 几 乎 为 零 。 在 属 水 平 上 (图 


& (Cladosporium) ~ 


RFE 


l: b) 


& (Penicillium) ~ 


D: 


JA (Fusarium) 和 Mycoacia EFR FEHER A, "NI SIR (Psathyrella) 和 刺 盘 
E 胶 干燥 后 丰 度 为 零 。 从 排名 前 15 的 硅胶 干燥 处 理 前 
盟 水 平 绝对 丰 度 值 变 化 表 中 可 以 看 出 青 考 属 、 瘤 菌 根 菌 属 、 


füj& (Colletotrichum) 的 相对 
后 管 叶 槽 舌 兰 根部 内 生 真菌 


T 


Keissleriella 及 亚 隔 抱 壳 


(Didymella) 在 干燥 后 丰 度 值 降 低 ， 其 余 属 如 : Aporospora. TX 


WE, hE Aspergillus), 887JVAJ& « BREA R CPseudogymnoascus ) ~ £L )® (Russula) 
Pitie Alternaria) FEFE FERED, T HEN s Jes AR i eL Js E ET E 


相似 。 


根据 OTUs 聚 类 结果 (本文 将 未 注释 到 的 OTU 包含 在 内 一 起 计算 ， 下 同 ) ， 绘 制 OTUs 


后 的 根部 样品 的 丰 度 值 为 零 , 这 与 管 叶 覃 舌 兰 根 内 生 真菌 在 属 水 平 的 相对 丰 度 变化 趋势 总 体 


要 是 子囊 菌 门 〈16 个 OTUs) 和 担子 菌 


PAR (图 1: g) ， 结 果 显 示 ， 新 鲜 管 叶 模 舌 兰 根 样 中 内 生 真 菌 特有 的 OTUs 有 56 ^^, 3 
门 (12 个 OTUs) ;而 经 硅胶 干燥 后 根 样 中 内 生 真 菌 


有 123 个 特有 OTUs, ERE] 
个 分 组 共有 的 OTUs 仅 有 


个 ， 其 中 有 21 个 OTUs 属于 子宫 菌 门 ，8 个 OTUs 属于 担子 菌 


门 。 结 果 表 明 干燥 后 的 管 [ 
的 同时 ， 也 产生 了 相当 数量 的 新 的 真 


理 兰 根 样 中 内 生 真菌 群落 在 丧失 掉 新 鲜 根 样 中 的 一 些 真菌 类 群 
菌 类 群 ， 这 些 新 产生 的 真菌 主要 来 属于 子 衷 菌 门 。 


在 内 生 细菌 方面 ， 新 鲜 管 叶 横 舌 兰 根 内 生 细 菌 注释 到 15 门 105 科 178 属 ， 其 中 变形 菌 


mY 


门 (47 ^ OTUs) ， 担 子 菌 门 仅 有 10 ^ OTUs; 两 


门 相 对 丰 度 18.2196, WE] (Cyanobacteria) 相对 丰 度 1.78%， 厚 壁 菌 门 相对 丰 度 1.41%, 
放 线 菌 门 (Actinobacteria ) 相对 丰 度 1.14% ， 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes) 、 螺 旋 体 门 


(Spirochaetes) 、 酸 杆菌 
而 经 硅胶 干燥 后 的 管 叶 模 舌 兰 府 


wil] CBacteroidetes) 相对 


I] (Acidobacteria) ~ EE KI] (Chloroflexi) 的 相对 丰 度 低 于 196; 


FE 释 到 的 根 内 生 细 菌 有 21 门 154 科 336 属 ， 其 中 变形 菌 门 相 


对 丰 度 48.71%， 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 相对 丰 度 8.31%， 放 线 菌 门 相对 丰 度 5.67%， 拟 杆 
EHE 3.41%， 蓝 菠 门 相对 丰 度 2.58%， 螺 旋 体 门 、 酸 杆菌 门 、 硝 
化 螺旋 菌 门 (Nitrospirae) 、 绿 弯 菌 门 的 相对 丰 度 低 于 1% (图 1: d 。 在 两 个 分 组 中 变形 
菌 门 丰 度 均 占 绝对 优势 , 相 比 较 而 言 ,干燥 后 管 叶 槽 舌 兰 根 样 内 生 细菌 类 群 数 量 也 同样 变 多 ; 


NS 


经 硅胶 干燥 后 , 占 主要 优势 的 变形 菌 门 、 厚 壁 菌 门 、 放 线 菌 门 细 菌 相 对 丰 度 均 有 明显 提高 (图 


1: d). EIEE ZIRA 


E 胶 干燥 后 在 科 水 平 (图 1: e) 的 相对 丰 度 也 发 生 了 改 


变 ， 鞘 脂 单 胞 菌 科 〈Sphingomonadaceae) 、 拜 叶 林 殉 氏 菌 科 〈Beijerinckiaceae) 、 肠 杆菌 科 
CEnterobacteriaceae) 、 红 杆菌 科 (Rhodobacteraceae) 、 黄 色 杆 菌 科 CXanthobacteraceae) ~ 


假 单 胞 菌 科 (Pseudomonadaceae) Jj 


等 占 比 均 明显 升 高 ， 而 伯 克 氏 菌 不 
1: f, R1), CERES ER 


假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 、 肠 杆 
副 球菌 属 (Paracoccus) 和 泛 菌 


在 干燥 后 明显 降低 。 从 排名 前 15 的 而 


度 值 变化 表 中 可 以 看 出 马 


HIF} (Ruminococcaceae )、 根 瘤 菌 科 (Rhizobiaceae) 
Burkholderiaceae) 在 干燥 后 明显 降低 。 在 属 水 平 上 (图 
的 相对 丰 度 也 发 生 了 改变 , HA A E (Sphingomonas)、 
K (Enterobacter) 、 慢 生根 瘤 菌 属 (Bradyrhizobium), 
属 Pantoea) 在 干燥 后 丰 度 明显 升 高 , 而 马赛 菌 属 (Massilia) 
胶 干 燥 处 理 前 后 管 叶 槽 舌 兰 根 内 生 细 菌 属 水 平 绝对 丰 
菌 属 和 Rubrobacter 在 干燥 后 丰 度 值 降 低 ， 其 余 属 如 : AN RT 
属 、 假 单 胞 菌 属 、 肠 杆菌 属 、 泛 菌 属 和 分 文 杆 菌 属 (Mycobacterium) 等 经 干燥 后 丰 度 值 都 


明显 增加 ， 这 与 管 叶 槽 舌 兰 根 内 4 


菌 在 属 水 平 的 相对 丰 度 变化 趋势 相似 。 


中 内 生 细 菌 有 579 个 特有 OTUs, 3 


根据 OTUs 聚 类 结果 ， BAR CE 1: h，， 结 果 显 示 ， 新 鲜 管 叶 槽 舌 兰 根 


样 中 内 生 细 菌 特有 的 OTUs 有 751 个 ， 主 要 是 蓝藻 门 (33 个 OTUs) ; 而 经 硅胶 干燥 后 根 样 


ES 


EERTE] C100 个 OTUs); 两 个 分 组 共有 的 


OTUs 有 532 个 ， 其 中 有 127 个 OTUs 属于 变形 菌 门 ，50 个 OTUs 属于 蓝藻 门 ，36 个 OTUs 
EI], 1^ OTUs 属于 酸 杆菌 门 ，1 个 OTUs 属于 螺旋 
来 说 ， 管 叶 槽 舌 兰 拥有 更 为 丰富 的 内 生 细 菌 类 和 群 ， 同 内 生 
沙 在 丧失 掉 新 鲜 根 样 中 的 一 些 细菌 类 群 的 同时 ， 也 


真菌 一 样 ， 经 硅胶 干燥 后 ， 其 内 生 绢 


勇于 厚 壁 菌 门 ，13 个 OTUs 
体 门 。 结 果 分 析 表 明 ， 相 对 于 真菌 
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HT 


产生 了 相当 数量 的 新 的 细菌 类 群 , 丧失 的 细菌 主要 隶属 于 蓝 洛 门 ,而 新 产生 了 大 量 的 厚 壁 菌 


BF 


ibat 
i ses Me 
TEE 
Et mi 

RET 

Aoi, 
Meere ahindarse ui 


peri ease 


serm serae 
EF M3HuF 


a. b. c 分 别 为 新 鲜 和 干燥 管 叶 档 舌 兰 根 样 内 生 真 菌 门 、 科 、 属 水 平 相对 丰 度 柱 形 图 ;，d、e、 了 ff 分别 为 新 鲜 
和 干燥 管 叶 槽 舌 兰 根 样 内 生 细 菌 门 、 科 、 属 水 平 相对 丰 度 柱 形 图 ，g. 新 鲜 和 干燥 管 叶 槽 舌 兰 根 样 内 生 真 菌 
OTUs 韦 恩 图 ; h. 新 鲜 和 干燥 管 叶 横 舌 兰 根 样 内 生 细 菌 OTUS 韦 恩 图 。 


a, b, c. Histograms of relative abundance of endophytic fungi phylum, family and genus in the fresh and silica 


]u 


gel-dried roots of Holcoglossum kimballianum respectively; d, e, f. Histograms of relative abundance of 
endophytic bacterial phylum, family and genus in the fresh and silica gel-dried roots of H. kimballianum 
respectively; g. Venn diagrams of endophytic fungi OTUs in the fresh and silica gel-dried roots of H. kimballianum; 
h. Venn diagrams of endophytic bacterial OTUs in the fresh and silica gel-dried roots of H. kimballianum. 


图 1 管 叶 覃 舌 兰 新 鲜 及 硅胶 干燥 根 样 内 生 菌 物种 相对 丰 度 柱 形 图 和 韦 恩 图 


Fig. 1 Column diagram of relative abundance and venn diagram of endophytes in the fresh and 


silica gel-dried roots of Holcoglossum kimballianum 


de 1 管 叶 槽 舌 兰 根 样 Top 15 内 生 菌 属 绝对 丰 度 值 经 硅胶 干燥 处 理 前 后 的 变化 
Table 1 Changes of absolute abundance of the Top 15 endophytes genera in roots of Holcoglossum 


kimballianum before and after drying with silica gel 


WERK 新 鲜 根 样 组 ”干燥 根 样 组 内 生 细 菌 新 鲜 根 样 组 ”干燥 根 样 组 
Endophytic fungi MRHo.F MRHo.D Endophytic bacteria MRHo.F MRHo.D 

T$ 82]8 Penicillium 721.25 589.38 马赛 菌 属 Massilia 339.25 256.75 
NIGRA ES Psathyrella 37 0 WANENE Sphingomonas 159.88 2867.63 
HATE Colletotrichum 31.38 0 恨 单 胞 菌 属 Pseudomonas 113 571.63 
Aporospora 24 56.38 肠 杆 菌 属 Enterobacter 60.63 79.88 
瘤 菌 根 菌 属 Epulorhiza 20.63 6.5 蓝藻 门 Cyanobacteria 58.13 38.38 
Keissleriella 11.38 6.88 肠 杆菌 科 Enterobacteriaceae 46.13 192.25 
枝 孢 属 Cladosporium 3.38 170.25 泛 菌 属 Pantoea 45.63 422.63 

每 属 Aspergillus 3.25 9.5 DR RESE Sutterella 40.5 42.75 
SEJI EE Fusarium 2.5 71.13 甲 基 杆 菌 属 Methylobacterium 31.5 635.88 


假 裸 囊 菌 属 Pseudogymnoascus 2.38 7.25 
Zt Jg Russula 1.5 8.5 
便 皮 马 勃 属 Scleroderma 1.38 1.63 
链 格 孢 属 Alternaria 1.38 3.75 
Solicoccozyma 1.25 3.25 
WIESE Didymella 1.25 0.63 
注 : 蓝藻 门 、 肠 杆菌 科 和 根瘤 菌 科 未 鉴定 到 属 。 


2.2 内 生 菌 群落 多 样 性 差异 分 析 


为 对 比 新 鲜 与 干燥 管 叶 模 舌 兰 根 检 
落 的 a 多 样 性 进行 比较 分 析 ， 包括 Chao 1、Shannon、Simpson 等 


生 菌 群落 


t 


群落 中 含 OTU 数目 的 指数 ， 常 用 来 


样本 中 
根 样 中 


ES 


! 的 内 生 


沙 雷 氏 菌 属 Serratia 27.63 
分 支 杆菌 属 Mycobacterium 25.63 
Ilumatobacter 18.5 

根瘤 菌 科 Rhizobiaceae 14.88 
Rubrobacter 13.25 
葡萄 球菌 属 Staphylococcus 12.38 


物种 的 丰富 
WERK 


度 与 均匀 度 指数 ， 


胶 干燥 


BU 


Simpson 指数 略 低 于 硅胶 
前 后 三 个 a 多 样 性 指数 ; 


表明 
的 内 


F 
生 


后 管 叶枝 舌 兰 
62.348、3.715、0.785。 新 鲜 管 
叶 槽 舌 兰 根 样 


根 样 


中 的 内 生 真 


中 的 内 生 真 
叶 槽 舌 兰 根 样 中 内 生 真 菌 
HIF, $ 


[E 


用 来 表示 群落 多 样 性 。 
群落 的 Chao 1、Shannon、Simpson 指数 分 别 为 : 39.797、3.07、0.723; TE 
落 的 Chao 1、Shannon、Simpson 指数 分 别 为 : 

落 的 Chao 1 指数 明显 低 于 硅胶 干 


群 


所 多 


燥 
真 


VALETE ERE 


m 


2n 


- 


YE 


OE 


百 兰 根 样 中 的 


0.973。 
根 样 中 
胶 干燥 


Chao 1 指数 (Pites=0.008) 


内 生 细 


干燥 后 管 


胶 


性 水 平 相当 ， 


内 生 细菌 群 


但 干 


的 无 显著 性 差异 
燥 后 物种 数量 


的 Chao 1、Shannon、Simpson 指数 分 别 


经 硅胶 干 
内 生 细 菌 群落 


后 管 叶 槽 舌 兰 根 样 


。 新 鲜 


中 的 内 生 细 


o ZH 


果 表明 硅 


菌 群 


后 管 叶 模 舌 兰 


< 根 样 


的 内 生 细 


- 


ARE 


其 他 均 无 


阔 群 沙 物 种 数量 


好 相反 。 


E. 
EH 


和 多 样 性 明显 


显著 性 


差异 。 结 果 表 


菌 群落 的 丰 


HEES. X 


EEE T IREF 
TH Ré S ERREF KI NER RREA KFH. T-test 检验 
ETF e Bf Jes E A T EA HH 
EEA T AR 
为 : 524492. 7.103, 0.976; 硅胶 干燥 后 
落 的 Chao 1、Shannon、Simpson 指数 分 别 为 :321.154、6.543、 
落 Chao 1 指数 远 低 于 新 鲜 管 
管 叶 槽 舌 兰 根 样 中 内 生 细 菌 群 落 Shannon, Simpson 指数 高 
VK . T-test 检验 表明 干燥 前 后 三 个 a 多 样 性 指数 


"E 


Note: No genera were identified for Cyanobacteria, Enterobacteriaceae and Rhizobiaceae 


f 洲 物种 丰富 度 ，Shannon 和 Simpson 是 
经 分 析 发 现 ， 新 鲜 管 


INaX IV 三 


aa i Vv 会 1 


富 度 和 多 样 性 , 对 两 组 样品 内 
指数 ，Chao 1 是 计算 


是 综合 


综合 考虑 
SI feit os 


菌 群 落 Shannon. 


74 


' 内 生 


HR o6 
FFE 
除了 


HH fk 


ys 


胶 干燥 


后 管 


HRS 


根 样 中 的 


HE 


NIA 
减少 。 这 


ZUR 


叶 模 舌 兰 根 检 


的 内 生 真 菌 


群落 的 正 
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Chao 1 指数 Chao 1 ind 
香农 指数 Shannon index 
辛普森 指数 Simpson index 


i 
新 鲜 根 样 组 干燥 根 样 组 新 鲜 根 样 组 干燥 根 样 组 
Minor MR D WiRHO apuntan KA 


MRHo.D MRHo.F 
700 
25 
E oc u 
$ 
É E 
E: 
二 g7o0 
8 S 
£ E 
ET) E 
x 


400 


index 


ME LL 
-EARR Simpson 


新 鲜 根 样 组 干燥 根 样 组 新 鲜 根 样 组 干燥 根 样 组 " " un 
us aM Mir us seu ELT 


mh 


a. d. 管 叶 槽 舌 兰 新 鲜 和 干燥 根 样 内 生 真 菌 (Pites=0.1981) 、 内 生 细菌 (Pitest=0.008) Chao 1 指数 ; b. e. 
叶 档 舌 兰 新 鲜 和 干燥 根 样 内 生 真 菌 (Pitest=0.4095) 、 内 生 细 菌 (Prtest=0.09058〉 Shannon 825. e, f. 管 叶 
模 舌 兰 新 鲜 和 干燥 根 样 内 生 真 菌 (Pitest=0.5462) 、 内 生 细 菌 (Prtest=0.7866〉 Simpson 指数 。 

a, d. Endophytic fungi (Pitest=0.1981), endophytic bacteria (Pitest=0.008) Chaol index in fresh and silica gel-dried 
roots of Holcoglossum Kimballianum; b, e. Endophytic fungi (Pitest=0.4095), endophytic bacteria (Pitest=0.09058) 
Shannon index in fresh and silica gel-dried roots of H. Kimballianum; e, f. Endophytic fungi (Prtes=0.5462), 


endophytic bacteria (Prtest=0.7866) Simpson index in fresh and silica gel-dried roots of H. Kimballianum. 
2 管 叶 覃 舌 兰 新 鲜 及 硅胶 干燥 根 样 内 生 菌 群落 o 多 样 性 差异 分 析 图 


Fig. 2 Differences of alpha diversity indexes of endophyte communities between the fresh and 


silica gel-dried roots of Holcoglossum kimballianum 

为 研究 新 鲜 与 干燥 管 叶 槽 舌 兰 根 样 中 的 内 生 茵 群落 的 差异 程度 ， 对 两 组 样品 内 生 菌 群 
落 的 Bb 多样 性 进行 比较 分 析 。 基 于 Weighted Unifrac 的 Bb 多样 性 分 析 发 现 新 鲜 管 叶 横 舌 兰 根 样 
中 内 生 真 菌 的 B 多 样 性 高 于 硅胶 干燥 后 管 叶 覃 舌 兰 根 样 中 内 生 真 菌 群 落 的 B 多 样 性 , 而 内 生 细 
Hi2 F Weighted Unifrac 的 B 多 样 性 则 发 现 硅胶 干燥 后 管 叶 槽 舌 兰 根 样 中 内 生 细 菌 群 落 的 B 多 
样 性 要 高 于 新 鲜 管 叶 模 舌 兰 根 样 中 内 生 细 菌 的 B 多 样 性 ，7-test 检验 发 现 干燥 前 后 B 多 样 性 指 
数 亦 无 显著 性 差异 。 为 进一步 衡量 硅胶 干燥 前 后 管 叶 槽 舌 兰 根 内 生 真菌 与 内 生 细 菌 群落 间 的 
差异 ， 进 行 NMDS 分 析 。 基 于 Weighted Unifrac 的 NMDS 分 析 发 现 ， 新 鲜 及 干燥 管 叶 模 舌 
兰 根 内 生 真 菌 与 细菌 群落 具有 明显 分 区 。 分 析 表 明 新 鲜 及 干燥 管 叶 槽 舌 兰 根 内 生 真 菌 与 细菌 
群落 的 B 多 样 性 无 显著 性 差异 ， 然 而 在 物种 组 成 上 具有 明显 不 同 。 
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a.b. 管 叶 槽 舌 兰 新 鲜 和 干燥 根 样 内 生 真 菌 (P-es=0.074 24)、 内 生 细 菌 (Pites=0.727 26) 基 于 Weighted Unifrac 
Bb 多 样 性 ; e、d. 管 叶 槽 舌 兰 新 鲜 和 干燥 根 样 内 生 真菌 、 内 生 细 菌 基于 Weighted Unifrac 距离 的 NMDS 分 析 。 
a, b. Endophytic fungi (Ptest=0.074 24), endophytic bacteria (Prtest=0.727 26) in fresh and silica gel-dried roots of 


Holcoglossum Kimballianum based on Weighted Unifrac p diversity; c, d. NMDS analysis of endophytic fungi, 
endophytic bacteria in fresh and silica gel-dried roots of H. Kimballianum based on Weighted Unifrac distance. 
3 管 叶 槽 舌 兰 新 鲜 及 硅胶 干燥 根 样 内 生 菌 群落 B 多 样 性 差异 分 析 图 


Fig. 3 Differences of beta diversity indexes of endophyte communities between the fresh and 


silica gel-dried roots of Holcoglossum kimballianum 

2.3 差异 显著 性 内 生 菌 类 群 分 析 

为 研究 硅胶 干燥 前 后 管 叶 槽 舌 兰 根 样 中 内 生 真 菌 与 细菌 群落 间 是 否 具 有 显著 性 差异 的 
物种 ， 利 用 Metastat 和 LEfSe 分 析 算 选 具有 显著 性 差异 的 物种 ，MetaStat 分 析 表 明 ， 硅 胶 干 
燥 前 后 ， 管 叶 模 舌 兰 根 样 中 内 生 真 菌 群 落 的 差异 显著 性 真菌 有 : 担子 菌 门 小 脆 柄 菇 属 的 黄 盖 
小 脆 柄 菇 (Psathyrella candolleana) KTK T8 AJEA Colletotrichum tofieldiae, XP 
个 显著 性 差异 物种 只 存在 于 新 鲜 管 叶 模 舌 兰 根 样 的 内 生 真 菌 群落 中 CL 4: a. b, XD, 
LEfSe 分 析 发 现 新 鲜 及 干燥 管 叶 槽 舌 兰 根 样 均 具 有 各 自 的 差异 显著 性 内 生 细 菌 类 群 。 新 鲜 管 
叶 横 舌 兰 根 样 的 差异 显著 性 内 生 细 菌 类 群 为 马赛 菌 属 . 干 燥 管 叶 权 舌 兰 根 样 的 差异 显著 性 内 
生 细菌 类 群 较 多 ， 在 科 和 属 水 平 上 有 和 拜 叶 林 殉 氏 菌 科 、 黄 色 杆 菌 科 及 慢 生 根瘤 菌 属 〈 图 4: 
c. do. 
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叶 槽 舌 兰 根 样 干燥 前 后 差异 显著 性 内 生 细 菌 类 群 Ce. LDA 值 分 布 柱状 图 ，d. 进化 分 支 图 ) 。 
a, b. Significant differences in endophytic fungal taxa before and after drying of the root samples of Holcoglossum 


kimballianum based on Metastat analysis; c, d. Significant differences in endophytic bacterial taxa before and after 


drying of the root samples of H. kimballianum based on LEfSe analysis (c. LDA value distribution histogram; d. 


evolution-branch graph). 


图 4 管 叶 覃 舌 兰 新 鲜 及 硅胶 干燥 根 样 内 生 菌 物种 显著 性 差异 统计 图 
Fig. 4 Endophytic fungi and bacteria species with significant differences detected between the 
fresh and silica gel-dried roots of Holcoglossum kimballianum 


2.4 共 发 生 网 络 (Co-occurrence Network) 分 析 


物种 共 发 生 网 络 图 可 以 直观 的 看 出 某 个 环境 下 占 互 作 主导 地 位 的 优势 物种 、 互 作 紧密 的 
物种 群 , 这 些 优势 物种 以 及 物种 群 往往 对 维持 该 环境 的 微生物 群落 结构 和 功能 稳定 发 挥 着 独 


(i 


Na 


特 以 及 重要 的 作用 (Wen etal,20200 。 对 新 鲜 管 叶 槽 舌 兰 根 样 中 的 内 生 真 菌 群落 和 硅胶 干 
吕 后 管 叶 覃 舌 兰 根 样 中 的 内 生 真 菌 群落 进行 共 发 生 网 络 分 析 , 结果 显示 ,新鲜 管 叶 覃 舌 兰 根 


样 中 内 生 真 戎 群 落 共 发 生 网 络 中 的 物种 主要 分 布 在 子宫 菌 门 、 担 子 菌 门 及 
Meortierellomycota 。 其 中 ， 占 互 作 主导 地 位 的 优势 属 主要 有 : JE LR ERU BAR A JS 
C(Pseudogymnoascus) ~ RAEE (Schizophyllum) ~ BÆK (Pseudocercospora) 、 
Vishniacozyma 及 Aporospora 等 〈 图 5: a) . ERTIES HE ARR E A ER ARA 
RENA RASAT] Hr] Mortierellomycot ME]. Arp, KE 
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作 主 导 地 位 的 优势 属 主要 有 : Vishniacozyma. Stephanonectria. SWE) CTolypocladium) ~ 
属 CPseudallescheria) 


Avr RUBRI CCunninghamella? ~ Archaeorhizomyces 及 假 霉 样 真 菌 


等 (图 5: bo 。 在 内 生 细 菌 方 面 ， 新 鲜 管 叶 模 舌 兰 根 样 中 内 生 细 菌 群 落 共 发 生 网 络 中 的 物 
种 主要 分 布 在 梭 杆 菌 门 CFusobacteria) 、 厚 壁 菌 门 、 放 线 菌 门 、 
球菌 - 栖 热 菌 门 CDeinococcus-Thermus) 、 酸 杆菌 门 和 变形 菌 门 。 


优势 属 主要 有 : 芽孢 杆菌 属 、 生 丝 微 菌 
梭 杆菌 属 (Fusobacterium)、Psychroglaciecola、Parabacteroides、 异 常 球菌 


属 (Hyphomicrobium) 、 不 动 杆 菌 


蓝藻 门 、 拟 杆菌 


门 、 异 常 


其 中 ， 占 互 作 主 导 地 位 的 


(Acinetobacter) 、 


JE (Deinococcus)、 


ISFA (Bifidobacterium) 等 (图 5: c) 。 硅 胶 干 燥 后 管 叶 槽 舌 兰 根 样 中 内 生 细 菌 群落 


门 和 栖 热 


NP 


共 发 生 网 络 中 的 物种 则 分 布 在 厚 壁 菌 门 、 放 线 菌 门 、 装 甲 菌 门 CArmatimonadetes) 、 软 壁 
菌 门 〈Tenericutes) 、 拟 杆菌 门 、 蓝 菠 门 、 螺 旋 体 门 、 纤 维 杆菌 门 〈Fibrobacteres) 、 变 形 菌 
门 、 绿 弯 菌 门 、 浮 霉菌 门 (Planctomycetes) 、 酸 杆菌 


其 中 ， 占 互 作 主导 地 


位 的 优势 属 主要 有 热 解 糖 检 菌 属 CThermoanaerobacterium) 、Mucilaginibacter、 微 球菌 属 
(Micrococcus) 、 异 常 球菌 属 、Fimbriiglobus、Sphaerochaeta (图 5: d) 。 


了 改变 。 同时, 与 内 生 真菌 群落 相 比 ,无论 是 干燥 前 还 是 
生 网 络 中 密切 互 作 的 类 群 及 节点 均 远 远 多 于 内 生 真菌 


具有 比 真 菌 更 为 活跃 的 相互 作用 。 
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gel-dried roots endophytic fungi in H.kimballianum; c. Network diagram of fresh roots endophytic bacteria in 


H.kimballianum; d. Network diagram of silica gel-dried roots endophytic bacteria in H. kimballianum. 
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图 5 管 叶 覃 舌 兰 新 鲜 及 硅胶 干燥 根 样 内 生 茵 群落 共 发 生 网 络 民 


Fig. 5 Co-occurrence network diagram of endophyte communities detected in the fresh 


and silica gel-dried roots of Holcoglossum kimballianum 
3 讨论 与 结论 


3.1 管 叶 槽 舌 兰 的 菌 根 真 菌 与 菌 根 细 菌 


管 叶 槽 舌 兰 根 内 生 真 菌 主要 隶属 于 子宫 菌 门 、 担 子 菌 门 、 球 圳 菌 门 、 毛 霉 门 和 
Meortierellomycota。 这 一 结果 与 前 人 研究 的 兰 科 植物 根 内 生 真 菌 和 群落 结构 的 分 析 结 果 相 同 ( 蒋 
玉玲 等 , 2018; 艾叶 等 ,2019) 。 本 研究 发 现 新 鲜 管 叶 槽 舌 兰 根 样 内 占有 较 高 丰 度 的 曲霉 科 、 
小 丛 壳 科 和 胶 膜 菌 科 ， 这 三 个 真菌 科 被 报道 是 兰 科 植物 的 菌 根 真菌 科 (Zelmer et al., 1996; 
Yuan et al., 2010) ， 其 中 胶 膜 菌 科 是 最 常见 的 兰 科 植物 菌 根 真 菌 科 ， 与 许多 兰 科 植物 形成 广 
ZARIA (Shao et al., 2020; Wang et al., 2022) 。 在 属 水 平 上 ， 管 叶 槽 舌 兰 根 样 内 生 真 
菌 的 优势 属 有 青 霉 属 、 小 脆 柄 菇 属 、 刺 盘 孢 属 、4porospora 和 瘤 菌 根 菌 属 ， 这 些 真菌 类 群 均 
被 报道 是 兰 科 植 物 的 菌 根 真 菌 〈 王 美 娜 等 ，2021) 。 李 明 等 (20060 采用 根 组 织 切片 法 调查 
$ E= (Cymbidium lowianum). WARAK, WEREMA E MEE. Yamato 等 

(2005) 对 虎 舌 兰 (Epipogium roseum) $R RIRE K HEITA RRRA SE 2 ^] EN ts Jes R1 
网 人 金属 (Coprinus) . Chen Œ (2012) HA B EE 3E I 4 T RAFN ERN EA f 
C Dendrobium nobile) MRH HY CD. chrysanthum) 根部 内 生 真 菌 进行 了 研究 ， 
发 现 刺 盘 孢 属 是 两 种 石 佣 属 的 优势 属 , 有 研究 在 金 秘 石 侧 、 人 硬 叶 久 兰 Paphiopedilum wardii) 
MERE CP armeniacum) 根 中 都 分 离 到 瘤 菌 根 菌 属 ， 并 将 其 回 接 到 三 种 兰 科 植物 的 组 培 
苗 中 ,发 现 瘤 菌 根 菌 属 能 够 促进 无 菌 苗 的 生长 并 且 提 高 金 钒 石 解 无 菌 苗 的 总 生物 碱 和 多 糖 的 
含量 〈 陈 晓 梅 等 ，2005， 朱 奢 敏 等 ，2012) o Tan 等 〈2012) 从 九 种 野生 槽 舌 兰 属 植物 的 根 
内 生 真 菌 中 分 离 出 46 株 可 培养 的 内 生 真 菌 , 隶属 于 16 属 ， 包 括 链 格 孢 属 、 枝 孢 属 、 
JB ERR ERES. UJ PL. mu EE. ME foe. Stephanonectria. Phomopsis, TÀESfüsc 
Cryptosporiopsis ~ Leptosphaeria . Pyrenochaeta >~ Clonostachys 、 Cosmospora . 4 f& Jg 
Cylindrocarpon, Myrmecridium 和 Paraconiothyrium, "PB JU Jes 4E JS WE2ELBS e HF S 25 
E 根 样 内 生 真 菌 中 被 注释 到 , 表明 该 研究 的 管 叶 槽 舌 兰 与 同属 植物 中 的 内 生 真 菌 群 落 具 有 一 定 
一 的 相似 性 ， 瘤 菌 根 菌 属 和 镰刀 菌 属 是 九 种 野生 覃 舌 兰 属 植物 主要 的 内 生 真 菌 。 推 测 这 些 
Oo 真菌 类 群 是 对 管 叶 模 舌 兰 有 益 的 菌 根 真菌 。 
管 叶 模 舌 兰 根 内 生 细 菌 主 要 隶属 于 变形 菌 门 、 蓝 菠 门 、 厚 壁 菌 门 、 放 线 菌 门 、 拟 杆菌 门 、 
螺旋 体 门 、 酸 杆菌 门 和 绿 弯 菌 门 。 其 中 变形 菌 门 、 厚 壁 梢 门 、 蓝 获 门 和 放 线 靖 门 等 是 最 为 常 

见 的 兰 科 植 物 内 生 细菌 门 ， 变 形 菌 门 有 利于 生长 素 的 合成 (Tsavkelova et al., 2007a) 。 
Tsavkelova 等 (2003) 在 蝴蝶 兰 (Phalaenopsis aphrodite) 、 构 唇 石 和 (D. Moschatum) ) 和 
短 序 脆 兰 (4campe papillosa) 中 都 分 离 出 的 兼顾 固氮 性 和 光合 作用 的 蓝藻 门 ， 厚 壁 菌 门 中 
的 芽孢 杆菌 属 能 防止 叶 斑 病 , 促进 种 子 的 萌发 和 植株 生长 , 减少 幼苗 坏死 (White et al., 2014, 
程 萍 等 ，2008) 。 在 蝴蝶 兰 (Girija etal., 2018) 和 铁皮 石 解 (Yu et al., 2013) 中 均 有 报道 螺 
旋 体 门 和 绿 弯 菌 门 , 但 其 丰 度 较 低 。 本 研究 发 现 新 鲜 管 叶 槽 舌 兰 根 样 内 丰 度 较 高 的 伯 克 氏 菌 
科 在 干燥 后 的 根 样 中 丰 度 明显 下 降 。Galdiano 等 (2011) 从 Cattleya walkeriana 中 分 离 出 的 
肠 杆菌 科 和 伯 克 氏 菌 科 等 细菌 ， 发现 它们 能 促进 生长 并 提高 植株 的 存活 率 。 在 属 水 平 上 , E 
叶 槽 舌 兰 根 样 内 生 细 菌 的 优势 属 主 要 有 马赛 菌 属 、 圈 氨 醇 菌 属 、 假 单 胞 菌 属 、 肠 杆菌 属 和 泛 
菌 属 ， 马 赛 菌 属 不 仅 能 合成 各 种 次 级 代谢 产物 和 酶 ， 而 且 还 有 溶 磷 、 降 解 
功能 (Zheng et al., 2017; 杨 恩 东 等 ，2019) 。 蒜 氨 醇 菌 属 、 假 单 胞 菌 属 和 上 肠 杆菌 属 是 许多 
兰 科 植 物 的 优势 菌 ，Tsavkelova 等 (2007) 将 构 唇 石 解 根 部 分 离 的 世 氨 醇 菌 属 接 种 于 构 层 石 
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WHAT. CHUBST SS ELS P Ce ed STARK: 未 氨 醇 菌 属 还 能 固定 所 ， 并 增加 幼苗 的 生 
长 和 生物 量 (Yang etal., 2014) 。 假 单 胞 菌 属 被 报道 是 Prerostylis vittata 根系 的 优势 属 ， 可 
以 产生 激素 来 促进 植物 吸收 营养 物质 (Wilkinson et al., 1989; 黄 腾飞 ，2012) ， 并 有 助 于 真 
菌 在 植株 根部 的 定 殖 ， 促 进 兰花 菌 根 的 形成 〈 张 薄 和 宋 希 串 ，2012) 。 童 文 君 等 (2014) 对 
KENY CD. loddigesii? 内 生 细 菌 进 行 分 离 鉴 定 ， 发 现 肠 杆 菌 属 为 优势 属 。 
综 上 所 述 ,结合 前 人 研究 及 本 文 结果 ,推测 青 霍 属 、 小 脆 柄 菇 属 、 刺 盘 孢 属 和 瘤 菌 根 菌 
le n en me ey 肠 杆菌 属 
可 能 是 管 叶 槽 舌 兰 的 “ 菌 根 细 菌 ”。 这 些 优势 菌 群 可 能 在 管 叶 槽 舌 兰 的 种 子 萌发 、 生 长 发 
育 过 程 起 着 重要 的 作用 ,在 今后 的 研究 中 ,可 重点 关注 这 些 内 生 菌 类 群 分 离 培 养 ， 及 其 与 
管 叶 横 舌 兰 的 互利 共生 机 理 研 究 。 
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32.1 管 叶 槽 舌 兰 根 内 生 真 菌 类 群 与 多 样 性 水 平 


管 叶 槽 舌 兰 的 根 样 内 生 真 菌 中 共 得 到 117 个 OTUs，Jacquemyn 等 (2016) 采用 454 M 
序 平台 对 火烧 兰 属 (Epipactis〉 三 个 物种 根 内 真菌 进行 研究 共 得 到 105 个 OTUs， 三 个 物种 
OTUs 范围 在 42~58,OTUs 数量 低 于 本 研究 管 叶 槽 舌 兰 根 内 真菌 OTUSs 的 数量 ,Park 等 (2018) 
基于 454 测序 平台 对 虾 疹 兰 属 CCalanthe) 6 个 物种 的 根 内 真菌 进行 了 研究 ， 他 们 在 每 个 样 
本 中 得 到 的 oTUs 数量 范围 为 22~57， 也 远 低 于 本 研究 OTUs 数量 的 水 平 。 本 研究 中 管 叶 档 
舌 兰 根 内 真菌 群落 的 wx 多 样 性 指数 Chao 1 为 39.797, Shannon 为 3.07, Simpson 为 0.723。Zeng 
等 (2021) Hi Illumina MiSeq 平台 对 白 苞 、 黄 花白 茂 (B. ochracea) 和 小 白 茂 GB. formosana) 
三 种 白 苞 属 植物 的 根 内 真菌 研究 发 现 ， 内 生 真 菌 群落 的 a 多 样 性 指数 Chao 1 分别 为 94、73、 
39; Shannon 为 2.35、1.76、1.89; Simpson 为 0.26、0.32、0.30。 本 研究 中 的 管 叶 槽 舌 兰 根 
内 真菌 群落 的 Shannon 和 Simpson 指数 均 高 于 三 种 白 龙 属 兰 科 植 物 根 内 真菌 群落 的 多 样 性 水 
平 ,但 是 它们 的 Chao 1 指数 要 比 本 研究 的 管 叶 槽 舌 兰 根 内 真菌 群落 的 Chao 1 高 。Tan 5602012) 
基于 分 离 培养 和 ABI 3730 测序 平台 对 九 种 野生 覃 舌 兰 属 植物 的 根 内 生 真 菌 研究 发 现 ， 九 
种 野生 覃 舌 兰 属 植物 的 内 生 真 菌 Shannon. 多 样 性 指数 最 高 的 是 在 短 距 模 舌 兰 CH. flavescens) 
中 为 1.913， 野 生 管 叶 覃 舌 兰 Shannon 多 样 性 指数 是 0.993 8, EIC B E E REA On. 
lingulatum) 为 0.950 3， 本 研究 中 的 管 叶 槽 舌 兰 根 内 真菌 群落 的 Shannon 指数 均 高 于 九 种 野 
生 槽 舌 兰 属 植物 根 内 真菌 群落 的 多 样 性 水 平 。 分 析 表 明 , 迁 地 保育 状态 的 管 叶 槽 舌 兰 有 着 与 
野生 管 叶 横 舌 兰 和 其 他 野生 兰 科 植物 相当 的 内 生 真 菌 数 量 或 多 样 性 水 平 。 
3.2.2 管 叶 模 舌 兰 根 内 生 细菌 类 群 与 多 样 性 水 平 

管 叶 槽 舌 兰 的 根 样 中 内 生 细 菌 共 得 到 1 283 个 OTUs、Chao 1 指数 为 524.492、Shannon 
指数 为 7.103、Simpson 指数 为 0.976， 吴 庆 珊 等 〈2018) 从 3 A FE3 SE BUG fRE CD. nobile? 
的 根茎 叶 中 共 分 离 出 1082 株 内 生 细 菌 ， 可 分 为 和 1 个 OTUs， 共 有 OTUs 有 14 个 ; PREX 
等 (2016) 基于 16S 高 通 量 测序 从 白 茂 中 获得 48 个 OTU; 数量 远 低 于 本 研究 管 叶 槽 舌 兰 根 
内 细菌 OTUs 的 数量 。Ou 等 (2017) 采用 基于 16S rRNA 和 nifH 基因 的 元 基因 组 焦 磷酸 测 
序 技术 ， 对 中 国 5 个 地 区 的 铁皮 石 解 相关 菌 群 和 重 氮 化 菌 群 进行 了 研究 ， 结 果 发 现 其 OTUs 
范围 在 597-3023 之 间 ，Shannon 指数 范围 在 4.35~6.49。 相 较 而 言 ， 本 研究 所 得 到 的 管 叶 模 
舌 兰 根 内 细菌 OTUs 的 数量 处 于 中 间 水 平 ，Shannon 指数 高 于 铁皮 石狮 的 Shannon 指数 。 谢 
泰 祥 等 (2020) 采用 高 通 量 测序 技 术 分 析 福 州 鼓山 野生 建兰 〈Cypmrpidirzza ensifolium) 根 样 内 
生 细菌 发 现 , 建兰 根 内 细菌 群落 的 a 多 样 性 指数 Chao 1 为 700.99、Shannon 为 6.10、Simpson 
为 0.95， 本 研究 中 的 管 叶 槽 舌 兰 根 内 细菌 群落 的 Chao 1 与 野生 建兰 Chao 1 相当 ，Shannon 
及 Simpson 指数 则 是 高 于 建兰 的 根 内 细菌 群落 。 同样 表明 , 迁 地 保育 状态 的 管 叶 槽 舌 兰 有 着 
与 其 他 野生 兰 科 植物 相 媲 美的 内 生 细 菌 的 丰富 度 和 多 样 性 水 平 。 
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3.3 新 鲜 样 品 与 干燥 样品 对 研究 内 生 菌 群落 的 影响 

在 处 理 微 生物 组 样品 时 , 如 何 减 少 从 样品 采集 到 预 处 理 再 到 储存 的 过 程 中 原始 微生物 群 
落 的 变化 至 关 重 要 (Kim etal., 2017) 。 本 研究 对 比 了 管 叶 模 舌 兰 新 鲜 与 干燥 根 样 中 内 生 菌 
群落 的 变化 。 从 新 鲜 管 叶 横 舌 兰 注释 到 根 内 生 真 菌 有 6 门 46 科 51 属 共 117 个 OTUs， 注 释 
到 根 内 生 细 菌 15 门 105 科 178 属 共 1 283 个 OTUs; 而 经 硅胶 干燥 后 的 管 叶 槽 舌 兰 注释 到 的 
根 内 生 真 菌 有 6 门 88 科 116 属 184 个 OTUs, 注 释 到 根 内 生 细 菌 21 门 154 科 336 属 共 1111 
个 OTUs， 新 鲜 样品 与 干燥 样品 根部 内 生 菌 群落 物种 构成 相差 非常 大 。 对 管 叶 槽 舌 兰 新 鲜 根 
样 与 干燥 根 样 中 内 生 菌 群落 进行 a 与 B 多 样 性 、 共 发 生 网 络 等 分 析 发 现 , 与 新 鲜 根 样 相 比 干燥 
后 的 管 叶 槽 舌 兰 根 内 生 菌 群落 的 OTUs 数量 、 物 种 类 群 及 丰 度 、a 多 样 性 、B 多 样 性 及 互 作 模 
式 均 发 生 了 改变 。 

本 研究 还 发 现 , 在 新 鲜 根 样 中 的 菌 根 真菌 类 群 如 小 从 壳 科 和 胶 膜 菌 科 , 它们 在 干燥 根 样 
中 的 相对 丰 度 几乎 为 零 。 在 属 水 平 上 ， 青 霉 属 、 瘤 菌 根 菌 属 、Keissyerielia / XVI fü 558 TE 
干燥 后 丰 度 值 降低 ， 而 枝 孢 属 、 曲 霉 属 、 镰 刀 菌 属 、 假 裸 吉 菌 属 、 红 菇 属 和 链 格 抱 属 等 在 干 
燥 后 丰 度 值 增加 。 差 异 显著 性 物种 分 析 也 发 现在 两 种 采样 处 理 中 具有 显著 差异 的 担子 菌 门 小 
脆 栖 半 属 的 黄 盖 小 脆 柄 莫 和 子 陡 菌 门 刺 盘 抱 属 的 Colletotrichum tofieldiae 仅 存在 于 新 鲜 管 叶 
权 舌 兰 根 样 中 的 内 生 真 菌 群落 。 推 测 瘤 菌 根 菌 属 、 镰 刀 菌 属 、 小 脆 柄 莫 属 和 刺 盘 移 属 是 管 叶 
槽 舌 兰 的 益生 真菌 。 管 时 覃 舌 兰 菌 根 真菌 在 干燥 的 根 样 中 丰 度 下 降 或 消失 的 原因 可 能 是 管 叶 
槽 舌 兰 的 菌 根 真 菌 对 宿主 有 一 定 的 依赖 性 , 健康 生长 的 管 叶 槽 舌 兰 可 为 其 戎 根 真 菌 提 供养 分 
以 供 其 生长 ， 而 当 宿 主 死亡 后 ， 这 些 菌 根 真 菌 失 去 营养 来 源 而 逐渐 死亡 。 

在 内 生 细 菌 方面 ， 马 赛 菌 属 和 Rubrobacter 在 干燥 后 丰 度 值 降 低 ， 而 鞘 氨 醇 菌 属 、 假 单 
胞 菌 属 、 肠 杆菌 属 、 泛 菌 属 和 分 支 杆 菌 属 等 经 干燥 后 丰 度 值 都 明显 增加 。 干 燥 管 叶 模 舌 兰 根 
样 的 差异 显著 性 内 生 细 菌 类 群 较为 丰富 ， 有 拜 叶 林 克 氏 菌 科 、 黄 色 杆 菌 科 及 慢 生 根瘤 
新 鲜 管 叶 槽 舌 兰 细菌 群落 中 差异 显著 性 细菌 类 群 是 马赛 菌 属 。 推 测 马赛 菌 属 、 炎 所 醇 
假 单 胞 菌 属 、 肠 杆菌 属 、 分 支 杆 菌 属 及 慢 生根 瘤 菌 属 是 管 叶 槽 舌 兰 的 益生 细菌 。 干 燥 可 能 会 
引起 细菌 脱水 , 进而 使 细菌 活力 下 降 (Berninger et al., 2018; Majidzadeh et al., 2022) . Moreira 
等 (2021) 对 乳酸 菌 CLABO 培养 物 经 过 干燥 处 理 ， 发 现 干燥 会 增加 乳酸 菌 细胞 的 损伤 ， 
导致 培养 活力 的 丧失 和 细胞 保护 能 力 的 改变 。 

综 上 结果 表明 , 硅胶 干燥 的 采样 处 理会 显著 改变 内 生 菌 群落 OTUs 数量 、 物 种 类 群 及 丰 
度 、o 多 样 性 、B 多 样 性 和 互 作 模式 ， 且 会 导致 根 内 某 些 关键 真菌 及 细菌 类 群 尤 其 是 菌 根 真菌 
和 菌 根 细菌 的 丢失 和 变化 ， 影响 数据 的 完整 性 和 准确 性 。 因 此 ,针对 兰 科 植 物 根 样 内 生 菌 的 
研究 应 使 用 新 鲜 的 根 样 。 

3.4 管 叶 槽 舌 兰 根 内 生 细 菌 和 真菌 的 比较 

本 研究 的 管 叶 覃 舌 兰 根 样 中 内 生 真 菌 群 落 的 OTUs 有 117 个 ，Chao 1 指数 、Simpson 指 
数 和 Shannon 指数 分 别 为 39.80、0.723 和 3.07。 而 内 生 细 菌 群落 有 1 283 个 OTUs，Chao1 
指数 、Simpson 指数 和 Shannon 指数 分 别 为 524.492、0.976 和 7.103 。 管 叶 槽 舌 兰 根 样 内 生 
细菌 群落 的 丰富 度 和 多 样 性 要 远 比 内 生 真 菌 群 落 的 高 , 内 生 细菌 可 能 有 着 远 比 已 有 认 知 对 管 
叶 槽 舌 兰 更 为 重要 的 作用 。 兰 科 植 物 内 生 细 菌 与 真菌 的 协作 对 宿主 植物 的 生长 具有 重要 意义 
( 张 芳 芳 等 ，2016) ， 王 小 明 等 (2016) 把 铁皮 石 解 中 分 离 得 到 的 真菌 和 细菌 进行 组 合 ， 对 
铁皮 石 解 幼苗 进行 真菌 + 细菌 联合 接种 ， 与 未 接种 和 单独 接种 处 理 相 比 ， 真 菌 + 细 菌 组 合 对 
铁皮 石 狸 幼 苗 生 长 的 影响 存在 显著 差异 。 张 萍 (2012) 采用 平板 对 峙 法 对 铁皮 石 解 6 株 促 生 
内 生 细 菌 与 8 株 促 生 内 生 真 菌 进 行 了 促 生 组 合 的 研究 , 结果 显示 某 些 细菌 与 真菌 组 合 后 处 理 
苗 的 各 个 指标 均 有 所 提高 , 与 单一 接 菌 的 处 理 苗 均 形成 显著 性 差异 , 特定 的 真菌 或 细菌 组 合 
表现 出 协同 效应 或 累加 效应 ,推测 管 叶 横 舌 兰 根部 真菌 和 细菌 的 相互 作用 可 能 共同 影响 管 叶 
模 舌 兰 的 生长 发 育 ， 其 相互 作用 的 机 制 有 待 进一步 研究 和 验证 。 
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管 叶 覃 舌 兰 作 为 一 种 珍稀 濒危 的 兰 科 植 物 , 根系 内 生 菌 在 管 叶 槽 舌 兰 种 子 萌发 、 幼 苗 形 
成 、 生 长 发 育 过 程 中 起 着 重要 的 作用 。 本 研究 结果 可 为 进一步 采用 戎 根 技 术 实现 管 叶 模 舌 兰 
种 质保 育 提 供 理论 基础 ， 对 管 叶 覃 舌 兰 的 保护 与 生产 栽培 具有 重要 意义 ， 同 时 ， 也 为 兰 科 植 
物 内 生 微 生物 的 采样 方法 提供 参考 。 
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